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ER: estrogen receptor 
PgR: progesterone receptor 
HER2: human epidermal growth factor receptor 2 
CK: cytokeratin 
ALDH: Aldehyde dehydrogenase 1 A1 
FOXA1: Forkhead box A1 
GATA3: GATA binding protein 3 
AGR2: anterior gradient homology 2 
DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium 
MEM-NEAA: MEM non-essential amino acids 
FBS: Fetal bovine serum 
MSC: Mesenchymal stem cell 










泌療法と化学療法の位置付けが長年不明瞭であった。近年 PAM50(3, 4)による gene 
intrinsic subtype と手術標本における免疫組織学染色の結果である ER、human 
epidermal growth factor receptor 2 (HER2) , 増殖能の指標である ki67 の発現が相関する
ことが明らかとなったことで、我々は個々の症例に応じ ER 陽性 HER2 陰性乳癌である
luminal type (さらに ki67＞14％を基準として、luminal A 及び luminal B に分類され
る)、ER 陽性 HER2 陽性乳癌である luminal-HER2 type, ER 陰性 HER2 陽性乳癌である
HER2 enrich type, ER 陰性 HER2 陰性乳癌である triple negative type の 5 分類に大別
し、治療戦略を立てることが可能となった(5)。特に HER2 陽性乳癌に関しては、これに加






















 癌幹細胞のマーカーとしては、まず Al-Hajj らが発表した CD44+/CD24-/lowが挙げられ
る(11)。これは乳癌における CD44+/CD24-/lowの集団が他集団に比し高い腫瘍形成能を示し
たものである。その後 Ginestier らは正常乳腺及び癌における幹細胞のマーカーとして





いて、これらのマーカーは triple negative type に多く陽性を示すことが知られており、
また正常乳腺における幹細胞分画が ER 陰性を示すことから、これまで triple negative 
type における乳癌幹細胞のメカニズムの解明が多くなされてきた。一方で luminal type













特性の一つである EMT や薬剤耐性には密接な相関があると考えられる。 
 
Luminal type乳癌と FOXA1 
 Forkhead box A1 (FOXA1)は GATA binding protein 3 (GATA3)の下流に位置する転写
因子で、ER の感受性を維持すると考えられている(30)。また近年、癌原遺伝子である
anterior gradient homology 2 (AGR2)の上流因子として働くことも報告された(31)。 
増殖促進因子として、FOXA1 は直接 estrogen receptor 1(ESR1)プロモーターに結合し
ER の発現を亢進する(32)。さらに FOXA1 はクロマチン化した DNA に結合し ER の活性
を調節することでも知られている(33, 34)。これら増殖促進因子としての FOXA1 の機能を支
持する報告として、MCF7 及び T47D といった luminal type 細胞株の FOXA1 
















乳癌細胞の関係については、MSCs がケモカイン CCL5 を分泌し、乳癌細胞の CCR5 と
interaction することにより乳癌細胞の悪性化を引き起こすこと(42)、組織内低酸素において
HIF 依存性に MSCs より分泌された CXCL10 と乳癌細胞の CXCR3 との interaction によ
り転移能が上昇すること(43)、また in vitro において MSCs の condition medium を用いた
検討で、乳癌細胞の mammosphere 形成能上昇及び E-Cadherin 発現の低下を示すことな
ど(44)、乳癌の悪性化に関与するという報告が多く存在する。一方で、MSCs が分泌する






の異なる MSCs の in vitro またはマウス移植における検討において、異なる増殖・分化傾






MSC であることを示したのち、この細胞の培養液から採取した condition medium により
乳癌細胞株 MCF7 の増殖能及び遊走能が上昇することを示した(48)。今後このような実験系
または in vivo assay への応用による更なる機序の解明が待たれる。一方線維芽細胞に関連
して、Cancer associated fibroblast(CAFs)は乳癌細胞との相互作用により活性化し筋線維
芽形質を獲得することで、乳癌細胞の悪性化に寄与していると考えられている(49)。CAFs の
活性化の機序としては主に乳癌細胞から分泌された TGFβ及び CXCL12/SDF1 による
CAFs の活性化から TGFβR-Smad signal 及び CXCR4 発現を介して筋線維芽形質を維持
する機序、もしくは PDGF-α/β、IL-6 による CAFs の活性化などが報告されている(50)。
こうした機序で活性化した CAFs は、CXCL12、 CXCL14、CCL18 などのケモカイン発現
上昇を通して癌細胞の増殖及び浸潤能を増加させていると考えられている(51, 52)。 
MSCs と CAFs は、このように別々に論じられていることが多いが、一方で Mishra らは
乳癌細胞培養液より得られた condition medium により MSCs が CAFs 同様の遺伝子発現







































期再発が好発する luminal type 乳癌における癌幹細胞の性質に注目した。癌幹細胞マーカ
ー及び mammosphere により抽出された癌幹細胞集団の解析を行い、その特性を見出すととも









1）Luminal type 乳癌における癌幹細胞の特性を解明する 
 
2）Luminal type 乳癌における癌幹細胞性維持の機序を解明する 
 






MCF7 及び MDA-MB-231 細胞株は理化学研究所 バイオリソースセンター（茨城県、
日本）より購入し使用した。HCC1500 細胞株は American Type Culture Collection (ATCC, 
Virginia, USA)より購入し使用した。いずれの細胞も維持培養はフェノールレッド含有
DMEM-high glucose 培地に 10% FBS、L-glutamine 0.5mM、MEM-NEAA 1mM、ペニシ
リン/ストレプトマイシン 1mM を加えた完全培地により行った。培養条件は 37℃、5% (v/v) 
CO2/ air、6cm culture dish (Sumitomo-Bakelite, Osaka, Japan)で行った。 
 
Luminal type乳癌患者胸水からの細胞樹立 
79 歳（手術検体にて ER 陽性、PgR 陽性、HER2 陰性：figure 2A に示す）、術後内分泌
療法施行中に胸膜転移により胸水貯留をきたした患者に対し、インフォームドコンセント
を得た上で胸水を採取した。胸水を RosetteSepTM Human CD45 Depletion Cocktail 
(StemCell Technologies Inc, Vancouver, BC) で添付文書の如く 20 分間室温静置し、その
後比重液 (Histopaque-1083 g/cm3; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) を重層して 1500rpm、
20 分室温で遠心した。単核球成分のみを抽出し遠心後、細胞ペレットを完全培地内に懸濁
し、25cm2培養フラスコ(Sumitomo-Bakelite, Osaka, Japan)にて培養した。 
 
FOXA1 knockdown cells (shFOXA1 cells)の樹立 
 FOXA1 をターゲットとした OmicsLink shRNA Expression Clone plasmid 及びコント
ロールとしての scrambled gene plasmid、Lenti-Pac HIV Expression Packaging Kit を
GeneCopoeia (Rockville, USA)より購入した。筑波大学再生医学・幹細胞生物学教室で保存




の pseudo-viral particles を回収した。 
 この particles を MCF7 に感染させ、その後 5µg/ml puromycin による薬剤選択を行うこ




Flow cytometry の解析機器は MofloXDP (Beckman Coulter, Tokyo, Japan)を用いた。 
CD44-FITC 抗体 (BD Bioscience, CA, USA)及び CD24-PE 抗体 (Biolegend, CA,USA)
による解析では、培養細胞をトリプシン処理し PBS/2% FBS 溶液内に回収後、細胞数を血
球計算板で確認し、5x105 cells-1x106 cells をサンプル量とした。相当する細胞溶液を回収
し、遠心後 250μL の PBS/2% FBS 溶液内に再懸濁後、50μL をコントロールサンプル（非
染色）とし、残り 200μL に対し添付文書の推奨濃度で抗体を添加した。4℃遮光下 25 分間
静置し、その後 2 回 PBS 洗浄を経て、解析へと進んだ。 
 ALDH1 活性の解析では Aldefluor kit (Stem Cell technologies, British Columbia, 
CANADA)を用いて、添付文書プロトコールに基づき解析を行った。 
 
Mammosphere formation assay 
 Mammosphere culture は MammoCultTM medium に 4 g/mL (0.0004%) heparin, 0.48 g/mL 
hydrocortisone ( 以 上 StemCell Technologies Inc.), 0.1% (v/v) penicillin-streptomycin を
mammocult medium の添付文章に従い混合し、培地を作成した。35mm suspension culture 
dish (Sumitomo-Bakelite)1 枚に対し細胞数 1x104 cells とし、細胞数調製のうえ播種、7 日間
培養を行った。Mammosphere 数の計測は、顕微鏡下にて直径 100μm 以上のものをカウ
ントした。タモキシフェン添加下における mammosphere assay では、growth inhibition 
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curve の結果より 5μM のタモキシフェンを対象の dish に添加した。 
 
Colony formation assay 
 実験手法は筑波大学再生医学・幹細胞生物学研究室卒業生 佐藤和聡博士の卒業論文及
び既出の各論文(24, 40, 62)を参照し、一部修正した上で実施した。 
具体的には、培養細胞をトリプシン処理し回収後、6well culture plate (住友ベークライ
ト、大阪、日本) 1 well 当たり細胞数を 100 cells とし完全培地内に播種した。2 週間後、各
well を PBS で 3 回洗浄し、0.5% (w/v)クリスタルバイオレット含有メタノールで固定及び
染色を行った。大量の水道水で洗浄、乾燥後、可視コロニー数を計測した。 
 
Quantitative Reverse Transcription PCR (qRT-PCR) 
 RNA の精製は Sepasol-RNA I Super G (Nakarai Tesque, Kyoto, Japan)を用いて行っ
た。その後 ReverTra Ace (TOYOBO, Osaka, Japan)を用いて cDNA への逆転写を行った。 
Real time PCR は、THUNDERBIRD® SYBR® qPCR Mix (TOYOBO)および 7500 Fast Real-
Time PCR machine (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)を使用した。PCR 反応の
条件は 95℃3 秒間および 60℃30 秒間を 40 サイクルとした。βActin を internal control と








Sense primer: 5'-CTGGGGGTTCTATTTGGGAAGGTA-3' 
Antisense primer: 5'-CTGCAGGAACAGATTCTCCAGGTT-3' 
Human 
Nanog 
Sense primer: 5'-ACAGAAATACCTCAGCCTCCAGCA-3' 
Antisense primer: 5'-CTCCAGGTTGAATTGTTCCAGGTC-3' 
Human  
Sox2 
Sense primer: 5'- GAGTGGAAACTTTTGTCGGAGACG-3' 
Antisense primer: 5'-CCGGTATTTATAATCCGGGTGCTC-3' 
Human 
ESR1 
Sense primer: 5'-ATGTGTAGAGGGCATGGTGGAGAT-3' 
Antisense primer: 5'-GACTTCAGGGTGCTGGACAGAAAT-3' 
Human 
PgR 
Sense primer: 5'-GTTGTGAGAGCACTGGATGCTGTT-3' 
Antisense primer: 5'-CTGGAGGTGTCAGGTTTTGTGTTG-3' 
Human 
FOXA1 
Sense primer: 5’-ACTCGTACATCTCGCTCATCACCA-3' 
Antisense primer: 5’-CAAGTAGCAGCCGTTCTCGAACAT-3' 
Human 
GATA3 
Sense primer: 5’-AAGGAAGGCATCCAGACCAGAAAC-3' 
Antisense primer: 5’-AAACGAGCTGTTCTTGGGGAAGTC-3' 
Human 
b-actin 
Sense primer: 5'-CTGGCACCACACCTTCTACAATGA-3' 




 接着培養細胞および mammosphere 培養サンプルにおける FOXA1 の protein 発現を解
析するため、ウエスタンブロッティングを行った。細胞総蛋白の回収には RIPA buffer
（50mM Tris, 150mM NaCl, 0.5% Sodium deoxycholate, 1% NP-40, and 0.1% sodium 
dodecyl sulfate）を使用した。GeneQuant100 (GE healthcare Japan, Tokyo, Japan)を用
いて Bradford 法でタンパク濃度を測定し、これに基づいて等量のタンパクサンプルを調製
した。4ｘloading bufferを添加し95℃10分間の処理を行った後、7.5% SDS-polyacrylamide 
gel の各ウェルにアプライし、電気泳動を行った。その後 polyvinylidene difluoride 
membranes (Merk Millipore, Darmstadt, Germany)へ転写し、抗体染色へ移行した。 
 ブロッキングは 5% skim milk/TBST buffer 1 時間室温で行い、その後 mouse anti-
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FOXA1 antibody (clone2F83, dilution 1:1000, Abcam, Tokyo, Japan)オーバーナイト 4℃
で一次抗体反応を行った。翌朝 TBST buffer で洗浄後、HRP conjugated goat-antimouse 
antibody を用いて 1 時間室温で二次抗体反応を行い、洗浄の後検出を行った。Internal 
control に は goat anti-actin antibody (clone C-11, dilution 1:2000, Santa Cruz 
Biotechnology)を用いて、FOXA1 と同様の手順で処理を行い検出へと進んだ。 
 反応の検出には luminescence imager (Image Quant LAS4000; GE healthcare UK Ltd, 
Little Chalfont, Buckinghamshire, UK)を用いて行った。 
 




 ペレットのパラフィンブロック包埋及び細胞免染の過程は筑波大学 Translational 
Research and Resource Core(TRRC)に依頼した。HER2 染色を除く細胞免染は、the 
autostainer BenchMark ULTRA (Roche, Tokyo, Japan)を用いて行われた。HER2 染色に
関しては、染色キットの添付文書に基づくプロトコールで行われた。以下に使用された抗体
を示す。 
mouse anti-FOXA1 antibody (clone2F83, dilution 1:2000, Abcam) 
Ventana ultraView confirm ER (clone SP1, Roche)* 
Ventana ultraView confirm PgR (clone 1E2, Roche)* 
Histofine HER2 kit (Nichirei, Tokyo, Japan)* 
Cytokeratin (CK) 5/6 (clone D5/16 B4, Dako) * 
CK8 (clone 35H11, Dako)* 




Growth inhibition curve 
Tamoxifen（TAM）による増殖阻害率を測定するため、Johnson らが報告した方法(63)を
一部修正しおこなった。TAM (SIGMA Aldrich, Tokyo, Japan)は DMSO に希釈し 10mM
濃度で‐20℃保管とした。TAM 含有培地は、DMSO の最終濃度が 0.1%以下となる範囲で
各濃度の培地を作成し使用した。コントロール培地として 0.1％DMSO 含有培地を使用し




データは平均値±標準偏差で示した。統計解析には Student’s t-test を使用し、ｐ＜0.05






乳癌再発患者胸水由来細胞及び MCF7, HCC1500の細胞学的特徴 
 本研究に使用する乳癌再発患者胸水由来細胞（以下 BC#1）、MCF7 及び HCC1500 の細
胞学的特徴を解析した。MCF7 及び HCC1500 に関しては、購入元のデータシート及び既
報の論文よりいずれも ER receptor 陽性、HER2 陰性の luminal type 乳癌細胞であるとさ
れている。一方で BC#1 に関しては、由来患者の原発組織において ER receptor 陽性、HER2
陰性の luminal type 乳癌と評価されている（図１）。樹立後の BC#1 とその他の乳癌細胞株
の細胞学的特徴を比較するため、この 3 系統の細胞につき ER, PgR, HER2, cytokeratin8, 
cytokeratin 5/6 の細胞免疫化学染色を行った（なお前述のデータシート情報から、MCF7, 
HCC1500 の HER2 染色は省略した）。 
 結果を図 2 に示す。BC#1 の ER はほぼ染色されず、一方 PgR に関しては約 8 割程度の
陽性率であった。特に ER に関して臨床検体の染色と乖離する結果であった。MCF7 及び
HCC1500 は既報の通り ER 陽性細胞を認めたが、MCF7 に関しては既報の論文と比較し
(64)、発現細胞が比較的少ない状況であった。トリプルネガティブ乳癌細胞株である MDA-
MB-231 と前述した 3 系統の細胞における ER の発現を qRT-PCR で比較検討したところ
（図 3）、3系統の細胞間での発現傾向は細胞免疫化学染色の結果に一致するものであった。
BC#1 と MDA-MB-231 の比較では、MDA-MB-231 に比し BC#1 において約 20 倍の ER
発現を認め、統計学的にも有意に上昇していた。一般的に PgR は ER の下流因子とされて









ラチン 5/6陽性を示すとされている(67, 68)。今回のサイトケラチン 8染色における検討では、
MCF7, HCC1500, BC#１いずれも強陽性を示した。一方でサイトケラチン 5/6 染色におけ




各 luminal type 乳癌細胞における癌幹細胞マーカー発現及び
mammosphere forming capacityの評価 
ALDH 活性及び CD44+/24-発現パターンは、前述の通り癌幹細胞マーカーとして知られ
ている。我々は各細胞における ALDH 活性及び CD44+/24-発現について解析した(図 4A 及




培養と mammosphere 培養との比較を行った。既報論文において、mammosphere 培養に
より CD44+/24-発現が上昇することがすでに示されている(69)。我々は ALDH 活性について










る系として 2 つの系を計画した（図 5）。すなわち i) FACS sorting により ALDH-high 
populationとALDH-low populationに分けて収集し、mRNA抽出したものに対する比較、
及び ii) 接着培養サンプルと mammosphere 培養サンプルの各々から mRNA抽出したもの
に対する比較とした。ER 関連因子としては ER, PgR, FOXA1, GATA3 を、多能性遺伝子と
しては NANOG(70, 71), SOX2(70, 72), OCT4(70, 71, 73)を対象とした。 
 初めに i)についての結果を示す(図 6)。この系においては採取サンプルが少なく、全体と
して cDNA 精製量が少なかったことが影響し、多能性遺伝子の解析は不十分であった。ER
関連因子に関しては、いずれも統計学的有意差は生じなかったが、3 系統の細胞すべてにお
いて ALDH-high population がより FOXA1 高発現を示す傾向が見られた。 
 次に ii)についての結果を示す（図 7）。ER 及び PgR, GATA3 については、3 系統で一致
する統計学的傾向を認めなかったが、FOXA1 は統計学的有意差をもってすべての細胞系に






Mammosphere cultureと FOXA1タンパク発現についての検討 
 FOXA1 遺伝子が mammosphere 培養の結果高発現するという前項の結果を受けて、
FOXA1 のタンパク発現につき評価した。まず接着培養における FOXA1 タンパク発現を評
価するため、接着培養細胞から作成したセルブロックを用いて免疫化学染色を行った（図




 次に Western blot を用いて、MCF7 及び BC#1 を用いた接着培養サンプルと
mammosphere 培養サンプルにおける FOXA1 タンパク発現を比較したところ、いずれの
細胞系においても qRT-PCR の結果に一致して mammosphere 培養サンプルにおいて明ら





の論文で検討されている(40, 78, 79)。しかし、我々の知る限りでは、FOXA1 と癌幹細胞の直接
の関連を論じられた論文は存在しない。そこで我々は、TAM 添加 mammosphere 培養によ
る検討を試みた。使用する TAM 濃度を決定するため、growth inhibition assay を施行し
た。図 9A に示すように、MCF7 及び BC#1 は 5µM 以下の濃度において 50%以上の増殖率
を保っており、それ以上の濃度において急速に増殖率が低下するという結果であった。全濃
度において、細胞形態の明らかな変化は認めなかった（図 9B: BC#1 のみ示す）。この結果
から、本実験に使用する TAM 濃度は 5µM とした。 
 TAM 添加 mammosphere 培養において、MCF7 及び BC#1 の mammosphere 数はコン
トロールと比較し明らかに減少した（図 9C,D）。特に BC#1 においては mammosphere が
ほとんど形成されなかった。MCF7 mammosphere については、TAM 添加群とコントロー
ル群で形態の違いがみられた(図 9E)。TAM 添加群 MCF7 mammosphere について、TAM
影響下で生存した細胞群（≒癌幹細胞集団）であると仮定し、このサンプルの多能性遺伝子
及び FOXA1 発現を確認するため qRT-PCR を行ったところ、図 10 に示す通り、TAM 添加






FOXA1 knockdownを用いた FOXA1と self-renewal potentialの関連
についての検討 
 FOXA1 が直接癌幹細胞性を維持するか否かを検討するため、我々はタンパクレベルで
FOXA1 knockdown 効果を確認できる MCF7 に焦点を当て、FOXA1 knockdown MCF7 
(shFOXA1 MCF7) cells を樹立した。当研究室で作成したプライマーを用いた qRT-PCR で
は FOXA1 knockdown 効果を評価できなかったが、ウエスタンブロットによるタンパク発
現(図 11A)及び FOXA1 の下流因子である AGR2 の抑制を確認し(図 11B)、FOXA1 
knockdown 効果を確認した。shControl MCF7 cells と shFOXA1 MCF7 cells の比較では、
ER は shFOXA1 cells において低下を認めたが、多能性遺伝子はむしろ上昇傾向を認めた
(図 11B)。 
 これらの細胞を使用し、最初に mammosphere formation assay による自己複製能の評
価を試みた。この結果は我々の予想に反し、2 つの細胞群において mammosphere の形成
数に差を認めないというものであった(図 11C)。しかし 2 つの細胞群における接着培養と
mammosphere 培養での FOXA1 発現をウエスタンブロットで評価したところ、コントロ
ール群のみならず shFOXA1 MCF7 群においても mammosphere 培養で FOXA1 の過剰発
現が起こっていることが明らかとなった(図 11D)。この結果より、mammosphere 培養下に
おいて FOXA1 knockdown 効果に勝る FOXA1 過剰発現が起こった結果、mammosphere
形成数に差が生じなくなった可能性を考えた。 
 そこで我々は、mammosphere formation assay の代替として接着培養条件における
colony formation assay を用いて評価することとした。Colony formation assay は
mammosphere formation assay 同様自己複製能を評価するための実験系として、これまで
にも広く用いられているものである (24, 80)。この結果、図 11E 及び F に示すように、
shFOXA1 MCF7 cells において明らかなコロニー形成数の低下が認められ、乳癌細胞にお












して mammosphere を形成することを確認した。各細胞より形成された mammosphere は
既報の通り、多能性遺伝子である NANOG、SOX2 及び OCT4 を高発現していた。当初こ
の実験系を遂行する前の仮説として、FOXA1 の発現は mammosphere において低下する
と推察していた。その根拠として、手術検体を用いた組織免疫化学染色と予後の解析の結果、
FOXA1 発現は予後良好因子であるという報告が多く上がっていたこと(38-40)が挙げられる。
しかしながら興味深いことに、qRT-PCR の結果では mammosphere 及び癌幹細胞マーカー
陽性集団において、FOXA1は対照集団に比し高発現の傾向が認められ、特にmammosphere
において顕著であった。この傾向は接着培養と mammosphere 培養における FOXA1 タン
パク発現の比較においても同様であった。これらの結果から我々は、より癌幹細胞性の高い
集団において FOXA1 発現が高い傾向にあると結論付けた。注釈すべきは、BC#1 は接着培
養において細胞免染、ウエスタンブロットいずれも FOXA1 発現を認めなかったにも関わ
らず、mammosphere 培養において明らかに高発現を認めていた点である。この結果から





 前述したように FOXA1 は臨床検体免染による予後解析で予後良好因子として知られて
きたが、一方で別の視点からの報告もみられる。基礎研究分野では、luminal type 乳癌細胞








色における FOXA1 陽性細胞の存在は、単純に luminal サブタイプの優位性を示している
のみである可能性、故に組織免疫染色においては他の症例に比較し予後良好な傾向を示し
ているという仮説を立てた。このことは我々が樹立した BC#1 において、本来 luminal type
乳癌では発現がみられないとされるサイトケラチン 5/6 がわずかながらも染色されること
と一致すると考える。 
 一方で晩期再発は、進行が比較的早い triple negative type 及び HER2 enrich type では
なく、luminal type 乳癌に起こる傾向があるとされており(8)、luminal type 乳癌の再発症
例において、FOXA1 高発現症例は無再発生存期間が長いことも示されている(78)。Ross-









mammosphere formation assay, 癌幹細胞マーカーの発現で、また in vivo で腫瘍形成能が
優れていることから示した(75)。これとは逆の視点で、Yenign らは、CD44+/24-を示す集団
がドキソルビシンに対する低感受性を示すことを明らかにした(77)。内分泌療法耐性に関し
て、Lin らは TAM 耐性乳癌が癌幹細胞集団より発生する可能性を、DNA メチル化及び
SOX2 発現についての解析から論じている。さらに Raffo らは TAM 感受性 MCF7 と TAM
耐性 MCF7 について mammosphere formation assay 及び in vivo assay における腫瘍形
成能で評価し、TAM 耐性 MCF7 において自己複製能及び腫瘍形成能が高いことを示した
(74)。前述したように、化学療法耐性と FOXA1 の関連性についてはいくつか検討されてい
るが、内分泌療法耐性と FOXA1 の関連性については、これまでに十分な検討がなされてい
ない。本論文では、mammosphere 培養をベースとして TAM 添加及び非添加条件における
FOXA1及び多能性遺伝子発現につき検討した。結果として、TAM非添加群と比較してTAM
添加群は、その増殖阻害効果を背景として mammosphere 形成数こそ低下したが、一方で
形成された mammosphere からは FOXA1 及び多能性遺伝子の高発現を認めた。この結果




MCF7 cells を樹立し、FOXA1 発現と自己複製能の関連について明らかにすることを試み
た。Mammosphere formation assay 及びウエスタンブロットによる検討の結果、
mammosphere 培養条件においては何らかの因子により FOXA1 の過剰発現が引き起こさ
れてしまい、FOXA1 knockdownによる影響が評価できなくなった可能性があると考えた。
一方で colony formation assay では shFOXA1 MCF7 cells で明らかなコロニー形成数の減





では in vitro のみの検討であったが、子宮体癌細胞における検討で in vivo における腫瘍形
成能と colony formation assay を解析し、結果 FOXA1 knockdown がコロニー形成及び腫
瘍形成能を低下させたとする報告(82)が存在し、乳癌細胞における in vivo 解析でもこれに類
似する結果を得られることと推察する。 






































MCF7 細胞株は理化学研究所 バイオリソースセンタ （ー茨城県、日本）より購入し使用
した。これに加え、筑波大学再生医学・幹細胞生物学研究室での先行研究にて樹立された乳
癌再発患者胸水由来細胞 BC#1 を使用した（樹立方法は 1-3 参照）。いずれの細胞も維持培
養はフェノールレッド含有 DMEM-high glucose 培地に 10% FBS、L-glutamine 0.5mM、
MEM-NEAA 1mM、ペニシリン/ストレプトマイシン 1mM を加えた完全培地により行っ
た。培養条件は 37℃、5% (v/v) CO2/ air、6cm culture dish (Sumitomo-Bakelite, Osaka, Japan)
で行った。 
 
 Luminal type乳癌手術検体からの細胞樹立 
全ての乳癌組織は、筑波大学附属病院臨床研究倫理委員会承認に基づき、術前にインフォ
ームドコンセントを行い、研究使用に同意を得られた患者の手術検体より採取した。 
乳癌組織はハサミで裁断し、PBS+2%FBS+0.1%コラゲナーゼ L (Nitta gelatin, Tokyo, 
Japan)中で 37℃、1 時間インキュベートした。コラゲナーゼ処理された組織は 18G 針及び
10mlシリンジを用いて複数回吸引破砕を加えた後に100µmのフィルターを通し、1500rpm, 
5 分間遠心した。得られたペレットをフェノールレッド含有 DMEM-high glucose 培地に
10% FBS、L-glutamine 0.5mM、MEM-NEAA 1mM、ペニシリン/ストレプトマイシン 1mM、
bFGF 5ng/mL(PeproTech Rocky Hill, U.S.A) を加えた完全培地に懸濁後、得られたペレッ
ト量に応じ35mm dishまたは24well plate (Sumitomo-Bakelite, Osaka, Japan)に播種し、37℃、




 Flow cytometory 
Flow cytometry の解析機器は MofloXDP (Beckman Coulter, Tokyo, Japan)を用いた。 
CD44 抗体 (BD Biosciences, CA, USA)及び CD24 抗体 (Biolegend, CA,USA)、CD90 抗
体、CD73 抗体、CD105 抗体、CD31 抗体、CD45 抗体(以上 BD Pharmingen)による解析
では、培養細胞をトリプシン処理し PBS/2% FBS 溶液内に回収後、細胞数を血球計算板で
確認し、5x105 cells-1x106 cells をサンプル量とした。相当する細胞溶液を回収し、遠心後
250μL の PBS/2% FBS 溶液内に再懸濁後、50μL をコントロールサンプル（非染色）と
し、残り 200μL に対し添付文書の推奨濃度で抗体を添加した。4℃遮光下 25 分間静置し、
その後 2 回 PBS 洗浄を経て、解析へと進んだ。 
 ALDH1 活性の解析では Aldefluor kit (Stem Cell technologies, British Columbia, 
CANADA)を用いて、添付文書プロトコールに基づき解析を行った。 
 
 Mammosphere formation assay 
Mammosphere culture は MammoCultTM medium に 4 g/mL (0.0004%) heparin, 0.48 g/mL 
hydrocortisone ( 以 上 StemCell Technologies Inc.), 0.1% (v/v) penicillin-streptomycin を
mammocult medium の添付文章に従い混合し、培地を作成した。35mm suspension culture 
dish (Sumitomo-Bakelite)1 枚に対し細胞数 1x104 cells とし、細胞数調製のうえ播種、7 日間
培養を行った。Mammosphere 数の計測は、顕微鏡下にて直径 100μm 以上のものをカウ
ントした。 
 Quantitative Reverse Transcription PCR (qRT-PCR) 
 RNA の精製は Sepasol-RNA I Super G (Nakarai Tesque, Kyoto, Japan)を用いて行っ
た。その後 ReverTra Ace (TOYOBO, Osaka, Japan)を用いて cDNA への逆転写を行った。 
Real time PCR は、THUNDERBIRD® SYBR® qPCR Mix (TOYOBO)および 7500 Fast Real-
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Time PCR machine (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)を使用した。PCR 反応の
条件は 95℃3 秒間および 60℃30 秒間を 40 サイクルとした。βActin を internal control と




Sense primer: 5'-ATGTGTAGAGGGCATGGTGGAGAT-3' 
Antisense primer: 5'-GACTTCAGGGTGCTGGACAGAAAT-3' 
Human 
b-actin 
Sense primer: 5'-CTGGCACCACACCTTCTACAATGA-3' 
Antisense primer: 5'-TAGCACAGCCTGGATAGCAACGTA-3' 
 




 ペレットのパラフィンブロック包埋及び細胞免染の過程は筑波大学 Translational 
Research and Resource Core(TRRC)に依頼した。細胞免染は、the autostainer BenchMark 
ULTRA (Roche, Tokyo, Japan)を用いて行われた。以下に使用された抗体（いずれも筑波大
学 TRRC 所有抗体）を示す。 
Ventana ultraView confirm ER (clone SP1, Roche)* 
Ventana ultraView confirm PgR (clone 1E2, Roche)* 
Vimentin (clone V9, Dako)* 
Cytokeratin (CK) 5/6 (clone D5/16 B4, Dako) * 







 培養細胞は 4-well IVF Plate (BD Falcon)に播種し、コンフルエンスに達するまで維持培
養した。培養液を取り除き、PBS で洗浄後、脂肪分化用培養液または骨芽細胞分化用培養
液に置換した。28 日間培養後、脂肪細胞への分化はオイルレッド O(Muto Pure Chemicals, 











全例 Luminal type 乳癌患者であった（1 例のみ triple negative 乳癌）。うち 25 例の原発乳
癌組織由来細胞が樹立された。代表する 3 系統細胞の由来症例について、手術検体におけ
る病理学的ステータスを示す。 







36 ＋ ＋ 3 10 1 
38 + + 2 40 2 
41 + + 1 3.8 1 
<<樹立細胞由来組織の病理学的ステータス>> 
 樹立された細胞は図 12 に示す通り、いずれも間葉系細胞に類似する形態が主体の増殖を
呈した。当初、当研究室において、乳癌幹細胞マーカーCD44+/CD24-が特異的マーカーと考
えられていたため、樹立後 CD44/CD24 発現及び ALDH 活性につき FACS で解析を行っ
た。結果、ほぼすべての細胞系統において CD44+/24-はほぼ 100%の陽性率を示した。一方
ALDH 活性については次表に示す通り細胞につき陽性率が異なり、CD44+/24-発現と傾向が





# CD44 CD24 
ALDH(+) 
rate 
36 + - 4% 
38 + - 31% 
41 + - 7.18% 
<<FACS 解析による樹立細胞における CD44/CD24/ALDH 発現ステータス>> 
 
 乳癌手術検体由来細胞における各種乳癌マーカーの発現 
 乳癌特異的なマーカーとして、由来組織における免疫化学染色で陽性を示していた ER, 
その下流因子である PgR, 乳腺上皮細胞及び基底細胞由来細胞で陽性を示すサイトケラチ
ン(CK)8 及び 5/6 を候補として考えた。樹立した培養細胞よりセルブロックを作成し、BC#1、
BC#38、BC#41 における ER、PgR、サイトケラチン 8 及び 5/6 の細胞免疫化学染色を行
った（図 13A,B）。BC#1 においては ER、PgR は由来患者ステータスと異なるものの、CK8










的に間葉系幹細胞では、CD90, CD73, CD105 陽性及び CD31, CD45 陰性を示すといわれ




ている(85)。BC#38 及び BC#41 及びポジティブコントロールとして脂肪由来間葉系幹細胞
である AT#151 を間葉系幹細胞研究グループに供与いただき、フローサイトメトリーで解
析した。結果を図 14 に示す。BC#38 及び BC#41 において、蛍光強度は AT#151 に比しや
や劣るものの、CD90, CD73, CD105 陽性及び CD31, CD45 陰性を示した。MCF7 におい
ても同様の解析を行ったところ、いずれのマーカーもほぼ陰性であった。 
 さらに AT#151 について CD44/CD24 マーカーをフローサイトメトリーで解析したとこ














 乳癌手術検体由来細胞を樹立するにあたり、当初 BC#1 が growth factor 非存在下で樹立
されたことを踏まえて growth factor 非存在下での樹立を試みたが、細胞樹立に至らなかっ







 乳癌細胞のマーカー候補を検討するにあたり、NCCN guide line に示されている原発不
明癌のプロトコール及び既報の乳癌研究を参照した。NCCN guide line によると CK7 陽性
/CK20 陰性かつ ER/PgR 陽性がマーカーとして候補に挙がる。しかし CK7 陽性/CK20 陰
性による乳癌基礎研究での解析の報告は多くなく、多くの報告は CK8/18 及び CK5/6 を用
いた解析を利用していること(67)、また乳癌組織において数は多くないが、CK20 陽性を予後
不良症例に認めるという報告もあること、basal marker として CK5/6 が CK14 と比較し
より感度が高いという報告があること(86)から、CK8 及び CK5/6 を候補に挙げるに至った。
なお、樹立細胞が乳癌細胞であることの証明として、Pan-cytokeratin 陽性を根拠とする論
文も散見する(58, 60)が、上皮以外の細胞に陽性となるサイトケラチンが存在するという報告








胞ではホルモン受容体及び CK8, 5/6 発現はいずれも認めなかった。先行研究で樹立された






葉系幹細胞マーカー発現につき検討した。間葉系幹細胞の定義としては、(i) CD90, CD73, 
CD105 が 95%以上発現すること、(ii)CD31, CD45 が陰性を示すこと、が一般的である(85)。
脂肪由来間葉系幹細胞と比較した結果、乳癌手術検体由来細胞は脂肪由来間葉系幹細胞と







 今回乳癌手術検体から細胞を樹立するにあたり、増殖因子として bFGF を添加した。文
献的に一般的な乳腺上皮初代培養細胞または乳癌初代培養細胞の樹立方法としては、上皮























幹細胞とのコンビネーションで複数の論文で使用されている EpCAM または epithelial 
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